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略語一覧 
 
ATP   adenosine 5’-triphosphate  
BSA   bovine serum albumin 
CBB   coomassie brilliant blue 
DTT   dithiothreitol 
EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 
HEPES  2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
IPTG   isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
MMC   mitomycin C 
MMS   methyl methanesulfonate 
Ni-NTA  nickel-nitrilotriacetic acid 
OD   optical density 
pH   hydrogen ion concentration index 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
Tris   Tris hydroxymethyl aminomethane 
 
注) 全ての遺伝子およびタンパク質はそれぞれの生物種における表記法に従った 
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第 1 章 序論 
1-1 DNA 損傷と修復 
 DNA は生物の遺伝情報を担う物質である。生物が生存するためには、遺伝情報は親
細胞から娘細胞に正確に伝達される必要がある。そのため、ゲノム DNA の配列情報は、
高度に保存されなければならない。しかし、DNA は電離放射線や紫外線などの環境要
因や、活性酸素や DNA 複製のエラーなどの生体内の要因によって日常的に損傷を受け
ている (Figure 1)。DNA 損傷による遺伝情報の変異や欠損は、細胞の癌化や細胞死の原
因となる。そのため、生物は DNA 配列の変異が遺伝情報として固定される前に修復し、
ゲノム DNA に変異が引き起こされることを防いでいる (Figure 1)。DNA は、日常的に
様々な種類の損傷を受けているため、生物はそれらの損傷に対抗するために、多様な修
復経路を働かせている。紫外線によって生じるピリミジンダイマーは、主としてヌクレ
オチド除去修復経路により修復される。活性酸素類などによって引き起こされる DNA
の酸化的損傷や一本鎖切断は主に塩基除去修復経路によって修復される。また、DNA
の複製エラーによって生じる塩基対のミスマッチは、ミスマッチ修復経路によって修復
されている。このように、生物は DNA 損傷の種類に応じた修復経路を働かせることで、
遺伝情報の変異を最小限にとどめいている。 
 
1-2 相同組換え修復 
上述したように、細胞のゲノム DNA は日常的に様々な種類の損傷を引き起こされて
いるが、DNA の二重鎖切断損傷は DNA 損傷の中でも遺伝情報を失う可能性が高く、危
険な損傷である。DNA の二重鎖切断損傷は、X 線、γ線といった電離放射線や DNA 架橋剤
により生じ、二重鎖切断損傷の蓄積や誤修復は、染色体の欠失や転座などの原因となる。
その結果、細胞の成長や増殖が制御できなくなり、細胞の癌化や細胞死が引き起こされる。 
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そのため、二重鎖切断損傷は正確かつ速やかに修復されなければならない。この二重鎖
切断を正確に修復する機構として、生物には相同組換え修復機構が備わっている。二重
鎖切断損傷の主要な修復経路としては、相同組換え修復機構のほかに非相同末端結合修
復機構があるが、この 2 つの修復機構は修復の正確さにおいて異なっている。非相同末端
結合修復では、損傷部位の DNA 配列を補填することなくそのまま再結合するため、損
傷部位の遺伝情報が失われる。それに対し、相同組換え修復では無傷の DNA の中から
損傷を受けた領域と相同な塩基配列を検索し、その DNA 配列を鋳型として損傷で失っ
た部位を復元する。そのため、非相同末端結合修復とは異なり、遺伝情報が失われる可
能性は極めて低い。この 2 つの修復機構のどちらが優先的に働くのかは、細胞周期によ
って異なると考えられている。損傷部位と相同な DNA 配列が不要な非相同末端結合修
復は、G0 期および G1 期において優先的に働く。その一方で、相同組換え修復は DNA
複製により生成された姉妹染色分体を鋳型 DNA として使用するため、S 期および G2
期において優先して働くことが報告されている (1-4)。 
相同組換え機構は、減数分裂期における遺伝的組換えの主要な経路としても機能して
いる。父親由来と母親由来の相同染色体の一部が、相同組換えにより交換される際にキ
アズマが形成されることで相同染色体間に物理的な結合が生まれ、第一減数分裂での正確
な染色体の均等分配が保証される (5,6)。遺伝的組換えの欠損によりキアズマ形成が損なわ
れると、染色体分離が正確に行われず、染色体倍数異常による不妊症やダウン症のような
遺伝病となることが知られている。また、相同組換えによって相同染色体が部分的に交
換されることで遺伝情報の多様性が生み出されている。従って、相同組換え機構は二重
鎖切断損傷の修復だけでなく、遺伝的組換えにおいても重要な役割を果たしていることが
わかる。 
これまでの研究により、相同組換え修復は以下の過程に従って進行すると考えられて
いる (Figure 2)。DNA に二重鎖切断が生じると、まずその損傷部位にエキソヌクレアー
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ゼがリクルートされる。そして、エキソヌクレアーゼにより損傷部位の DNA が 3’から
5’方向に消化されることで、3’末端が突出した単鎖 DNA 領域が形成される (7)。この単
鎖 DNA 領域は、数キロ塩基にもおよぶことがわかっている (8)。次に、形成された単
鎖 DNA 領域の塩基配列と相同な塩基配列を有する無傷の二重鎖 DNA が検索され (相
同鎖検索) 、その相同領域において単鎖 DNA と二重鎖 DNA が対合し、ヘテロ二重鎖
DNA が形成される (相同的対合反応)。そして、形成されたヘテロ二重鎖領域は鎖交換
反応によりさらに拡大したのちに、単鎖 DNA 由来の 3’末端をプライマーとして失われ
た DNA 配列を復元するための DNA 合成が行われる (DNA 修復合成)。DNA 修復合成
が完了すると、合成された DNA の末端ともう一方の損傷 DNA 末端が結合し、double 
Holliday 構造が形成される (9)。Holliday 構造がエンドヌクレアーゼにより解離される
ことで相同組換え修復は完了し、二重鎖切断損傷により失った DNA 配列が復元される。
エンドヌクレアーゼによる Holliday 構造 DNA 鎖の切断の仕方によって、交叉型組換え
体あるいは非交叉型である遺伝子変換型組換え体が生じることがわかっている。 
これまでの研究から、様々な因子が相同組換え修復には必要であることがわかってい
る。BRCA2 は相同組換えの初期過程において働くタンパク質であるが、家族性乳癌の
患者は BRCA2 遺伝子に様々な変異が引き起こされていることが報告されている (10)。
また、Holliday 構造の解離などに関与すると考えられている BLM は、ブルーム症候群
という早老症の原因遺伝子であり、この患者は若年で悪性腫瘍を発症することがわかっ
ている (11)。このように、相同組換え修復に関与する因子の変異や欠損により、癌や遺
伝病などの疾患が引き起こされることもしだいに明らかとなってきた。しかし、相同組
換えの詳細な分子メカニズムについては未だ不明瞭なままである。相同組換えのメカニ
ズムを明らかにすることは、遺伝子治療をはじめとした癌や遺伝病の新たな治療法の開
発の手掛かりにもつながることが期待される。 
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1-3 相同組換えタンパク質 RAD51 
相同組換えの中心的な反応は、相同鎖検索、相同的対合反応および DNA 鎖交換反応であ
る。この反応は、バクテリアでは RecA、真核生物では RAD51 により触媒されることが明
らかになっている (12-17)。RAD51 は RecA の真核生物の機能および構造的ホモログと
して発見された。これまでに、RAD51 ノックアウトマウスは早期の胎生致死になるこ
とから、RAD51 は生物の生存に必須のタンパク質であることがわかっている (18,19)。
また、ニワトリ由来の DT40 細胞において、RAD51 遺伝子をノックアウトすると二重鎖
切断が修復されず、細胞死が引き起こされることが報告されている (20)。このことか
ら、RAD51 は相同組換え修復に必須であることがわかる。これまでの生化学的解析に
より、RAD51 は RecA 同様に単鎖および二重鎖 DNA との結合活性を有し、DNA 依存
的な ATP 加水分解活性を有することが示されている (21)。また、ATP 依存的な相同的
対合活性および鎖交換活性を有することも明らかになっている (22-27)。さらに、X 線
結晶構造解析や電子顕微鏡による解析から、これらのタンパク質は単鎖 DNA に結合し、
右巻きのらせん状フィラメント構造を形成することがわかっている (21,28-31)。また、
このフィラメント構造のらせんのピッチは、ATP の有無によって変化し、ATP 存在下では
ATP 非存在下と比較してピッチが長いことが知られている。さらに、ATP 存在下ではフィ
ラメント中のDNAはB型DNAと比較して1.5倍引き伸ばされていることがわかっており、
この引き伸ばされたフィラメント構造が活性化型だと考えられている。このように、RecA
や RAD51 について様々な活性や構造などが明らかになっているが、これらのタンパク質が
どのようにして相同鎖検索を行い、相同的対合反応および鎖交換反応を触媒するのか、そ
の詳細な分子機構は明らかになっていない。 
RecA は、ATPase ドメインと C 末端ドメインからなるタンパク質である (Figure 3A)。
ATPase ドメインには、ATP 結合部位である Walker A および Walker B モチーフと、Loop1
および Loop2 と呼ばれる 2 つのループ領域が存在している。この 2 つのループ領域は、DNA
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結合に重要な部位であることがわかっている (32)。一方で、RAD51 は N 末端ドメインと
ATPase ドメインからなるタンパク質である (Figure 3A)。RecA と RAD51 のアミノ酸の
一次配列を比較すると、ATPase ドメインは高い相同性を示すが、RAD51 の N 末端ドメイ
ンと RecA の C 末端ドメインは相同性がない (Figure 3A)。しかし、RAD51 の N 末端ドメ
インと RecA の C 末端ドメインは、フィラメントの立体構造上では同じような位置に存在
していることが明らかになっている(30,32)。また、これら 2 つのドメインは、ともに DNA
との結合活性を有することが報告されている (33,34)。これらのことから、RecA の C 末端
ドメインと RAD51 の N 末端ドメインは、相同組換えにおいて同様の役割を果たしている
と考えられている。 
真核生物において、RecA のホモログとして RAD51 の他に DMC1 が発見されている 
(35)。DMC1 は RAD51 の減数分裂期特異的ホモログであり、RAD51 が体細胞分裂期お
よび減数分裂期の両方で働くのに対し (16,36)、DMC1 は減数分裂期に特異的に発現し、
働くことがわかっている (35,37)。Dmc1 ノックアウトマウスは、RAD51 ノックアウト
マウスとは異なり胎生致死にはならないが、遺伝的組換えが行われずに、配偶子形成不
全を引き起こし不妊になることが報告されている (38,39)。また、dmc1 遺伝子を欠損さ
せた酵母では、二重鎖切断が蓄積し、遺伝的組換えが抑制されることがわかっている 
(35)。このことから、DMC1 は減数分裂期の遺伝的組換えにおいて必須であることがわ
かる。DMC1 は RAD51 と 50%以上の相同性を有し (Figure 3)、生化学的解析から RAD51
や RecA と同様の ATP 依存的な相同組換え活性を有することがわかっている (40-43)。
しかし、DMC1 は RAD51 とは異なり、フィラメント構造だけでなく 8 量体のリング構
造をとることがわかっている (44-46)。相同組換えにおける DMC1 のらせん状フィラメ
ント構造と 8 量体リング構造のそれぞれの機能については、未だ明らかになっていない。 
前述したように、RAD51 は真核生物の相同組換え修復において中心的な役割を果たす酵
素であるが、細胞内において RAD51 は様々なタンパク質と相互作用し、多様な複合体を形 
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成することにより効率よく相同組換えを触媒していると考えられている。これまでに
RAD51 の相互作用因子群が酵母やヒトなどから同定されている。ヒトにおいては、
BRCA2、RAD52、RAD54、RAD54B、RAD51B-RAD51C、RAD51AP1、EVL および GEMIN2
が RAD51 と相互作用し、RAD51 の相同組換え活性を制御することが報告されている 
(29,47-54)。これらのことから、相同組換え修復は RAD51 を中心とした多様な複合体群に
よって行われていると考えられているが、相同組換え修復に関わる RAD51 の相互作用因子
群は現在報告されているもののみでは不十分である。このことは、いまだ発見されていな
い RAD51 結合タンパク質が数多く存在することを示唆している。従って、相同組換え修復
のメカニズムを解明するためには、未知の RAD51 の相互作用因子群を同定し、それらが
RAD51 の機能に及ぼす影響などを知ることが重要である。 
 
1-4 PSF について 
 本研究では、ヒト RAD51 の新規相互作用因子の候補の一つとして、ヒト PSF 
(Polypyrimidine tract binding protein-associated Splicing Factor) タンパク質 (以下 PSF）に
着目した。PSF は 707 アミノ酸からなる、分子量およそ 76 kDa のタンパク質であり、
様々な組織や癌細胞などでユビキタスに発現していることが確認されている (55)。PSF
は、RNA-タンパク質複合体であるスプライソソームの構成因子の一つであり、RNA 前
駆体のスプライシングに関わるタンパク質として同定された (56)。その後、PSF が RNA
前駆体のプロセシングに関与しているという報告がいくつかなされている (57,58)。PSF
は、タンデムに並んだ 2 つの RNA 結合ドメインを有しており、PSF はこの 2 つの RNA
結合ドメインにより RNA と結合し、RNA プロセシングに関わっていると考えられてい
る。また、PSF は RNA だけでなく DNA への結合活性をも有している。そして、PSF
は DNA に結合することで、様々な遺伝子の転写制御に関与しているということが報告
されている (59-63)。このように、PSF は単独で RNA プロセシングや遺伝子の転写制御
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に関与することが明らかとなっているが、p54nrb(nuclear RNA-biding protein,54kDa)とヘ
テロダイマーを形成し、RNA プロセシングや遺伝子の転写制御に関わっていることも
報告されている (64-69)。p54nrbは PSF のホモログであり、PSF の C 末端と高い相同性
を示し、PSF と同様に 2 つのタンデムに並んだ RNA 結合ドメインを有するタンパク質
である。この PSF-p54nrb複合体は DNA Toposiomerase I と相互作用し、Toposiomerase I
の DNA からの解離が PSF-p54nrb複合体との相互作用によって促進されることがわかっ
ている (70,71)。また、PSF-p54nrb複合体は、Ku70/80、DNA ligase IV および XRCC4 に
よって触媒される DNA 非相同末端結合修復を促進することが報告されている (72)。さ
らに、PSF-p54nrb複合体は、DNA 損傷シグナル伝達酵素である ATM キナーゼによって
リン酸化される Matrin3 と相互作用し、DNA の二重鎖切断損傷の応答に関与していると
いう報告もなされた (73)。これらのことから、PSF は多機能を有し、様々な生体反応に
関わっているタンパク質だと考えられている。 
 ヒトにおいて 5 種類の RAD51 パラログと呼ばれる、RAD51 とアミノ酸配列において
20〜30％の相同性を有するタンパク質群が同定されているが、興味深いことに、PSF は
そのRAD51パラログの一つであるRAD51Dと相互作用するという報告がなされた (74)。
そして、PSF をノックダウンした細胞は、DNA 架橋剤である MMC や DNA アルキル化
剤である MMS などの様々な DNA 損傷薬剤に対し高い感受性を示し、相同組換え修復に
関わることが示唆された (74)。また、PSF は単鎖 DNA 同士のアニーリング活性を有し、
in vitro において単独で DNA 相同的対合反応を触媒することが先行研究によって示され
た (75)。相同的対合反応は相同組換えにおける中心反応であり、RAD51 を中心とした多く
のタンパク質により触媒されると考えられている。これらのことから、PSF は相同組換え修
復において何らかの役割を担っており、RAD51 と協同的もしくは相補的に働く可能性が考
えられる。しかし、PSF と RAD51 が互いに相互作用するという報告はなく、RAD51 との機
能的な関連に関しても不明瞭なままであり、PSF が相同組換え修復においてどのように機能
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しているのかは明らかとなっていない。 
 
1-5 Transcription-associated recombination (TAR) 
 Transcription-associated recombination (TAR) は、転写によって相同組換えが促進され
る現象である (76)。1979 年に大腸菌において、λファージ DNA の特異的な部位で RecA
非依存的な相同組換えが起こり、さらにこの相同組換えが転写によって亢進するという
報告をきっかけに提唱された (77)。その後の研究によって、TAR はバクテリアから高
等真核生物まで広くみられる現象であることがわかっている (77-79)。なぜ転写によっ
て相同組換えが促進されるのか、そのメカニズムは明らかとなっていないが、これまで
の研究によって、いくつかの仮説が考えられている (80)。RNA ポリメラーゼによって
転写が開始され、二重鎖 DNA が開裂されるが、転写された RNA は一時的に鋳型鎖と
なった DNA と RNA/DNA ハイブリッドを形成する。この状態では、反対鎖の DNA は
一本鎖の不安定な状態に晒されることになる。この一本鎖 DNA 領域に DNA 損傷が生
じ、相同組換えが促進される仮説がまず考えられている。実際に、酵母において DNA
損傷薬剤に暴露すると、TAR の起きる頻度が上昇することが報告されている (81)。ま
た、DNA の複製と転写が同じ DNA 領域において同時に進行した場合、DNA の複製フ
ォークの進行が、RNA ポリメラーゼや RNA/DNA ハイブリッドなどによって妨げられ
ることが考えられる。転写量の多い遺伝子座近傍では、他の領域と比較して複製フォー
クの進行が妨げられやすいことが報告されている (82)。RNA ポリメラーゼや RNA/DNA 
ハイブリッドと複製フォークが衝突し、複製フォークが崩壊することによって DNA に
二重鎖切断が生じる。この二重鎖切断が、相同組換えにより修復されることが転写によ
って相同組換えが促進される原因と考えられている。これまでの研究により、転写によ
って促進される相同組換えと、二重鎖切断損傷によって誘起される相同組換え修復では、
その反応機構が多少異なると考えられている。RAD51 パラログの一つである XRCC2
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は、二重鎖切断によって誘起される相同組換え修復の初期および後期過程に関わると考
えられているタンパク質であるが、TAR において XRCC2 は必要でないことが報告され
ている (83)。その一方で、RAD51 の相互作用因子である BRCA2 は、相同組換え修復
だけでなく TAR にも関わっていることがわかっている (84)。PSF が TAR に関与すると
いう報告はないが、PSF は転写制御と相同組換え修復に関与すると考えられているため、
TAR にも関与することが考えられる。 
 
1-6 本研究について 
先に述べたように、相同組換えは DNA の二重鎖切断損傷を修復し、遺伝情報を安定
に維持するために重要な役割を果たしている。相同組換えに関与する因子の変異や欠損
により、癌や遺伝病などの疾患が引き起こされることもわかっている。しかし、相同組
換えの反応機構については未だ明らかとなっていない点が多い。相同組換えの中心反応
は、相同対合反応および鎖交換反応であり、これらの反応はヒトにおいて RAD51 によ
って触媒されると考えられている。細胞内において、RAD51 は様々なタンパク質と相互
作用し、多様な複合体を形成することにより効率よく相同組換えを触媒していると考えら
れており、これまでに RAD51 の相互作用因子群がいくつか同定されている。しかし、
未だ同定されていない RAD51 の相互作用因子は数多く存在し、それらの因子を同定す
ることが相同組換えの反応機構を解明するために重要である。 
本研究では、ヒト RAD51 と相互作用する新規因子の候補の一つとしてヒト PSF に着
目した。PSF をノックダウンした細胞は、様々な DNA 損傷薬剤に対し高い感受性を示し、
相同組換え修復に関わることが示唆された。また、PSF は単独で相同的対合反応を触媒
することが明らかになっているが、相同的対合反応は RAD51 を中心とした多くのタンパ
ク質により触媒されると考えられている。これらのことから、PSF は相同組換え修復におい
て何らかの役割を果たしており、RAD51 と協同的に働く可能性が考えられる。しかし、PSF
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と RAD51 が互いに相互作用するという報告はなく、PSF の相同組換え修復における機能は
不明である。そこで、本研究では PSF の機能解析を行うことにより、PSF の相同換え修
復における役割を明らかにする。そして、このような研究を通して相同組換え修復の素
過程を解明することを目指す。 
PSF の相同組換えにおける機能を生化学的に解析するために、まず PSF をリコンビナ
ントタンパク質として大腸菌内で発現させ、高純度に精製する系を確立した。精製した
PSF および RAD51 を用いて、これらのタンパク質間の相互作用を解析した。また、PSF
が RAD51 の触媒する相同的対合反応および鎖交換反応に与える影響について調べた。
さらに、PSF の欠質変異体を用いた解析を行い、PSF のどのアミノ酸領域が相同組換え
において重要であるかを検討した。以上の生化学的解析により、PSF の相同組換え修復
における役割について考察した。 
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第 2 章 実験方法 
2-1 PSF の精製 
Human HeLa Marathon-Ready cDNA (Clontech) を用いて、PCR 法により 5’端に NdeI の
認識配列 (5’- CATATG -3’) 、3’端に XhoI の認識配列 (5’- CTCGAG -3’) をつなげたヒト
PSF 遺伝子を増幅した。PCR を行う際に用いたプライマー (日本遺伝子研究所) の配列
を以下に示す。 
forward primer : 5’- GGCATATGTCTCGGGATCGGTTCCGGAGT -3’  
reverse primer : 5’- GGCTCGAGCTAAAATCGGGGTTTTTTGTTTGG -3’ 
この PSF 遺伝子を NdeI、XhoI 処理をした pET-15b (Novagen) ベクターに組み込み、PSF
発現プラスミド (pET-15b-PSF) とした。この発現プラスミドを用いることで、PSF は N
末端側にHis6タグとThrombin Proteaseの認識アミノ酸配列が融合したタンパク質 (以下
His-PSF) として発現する。 
こ の よ う に 作 製 し た pET-15b-PSF で 、 大 腸 菌 BL21 (DE3) codon plus-RP 
(STRATAGENE) を形質転換させ、LB プレート (100 μg/ml アンピシリン、35 μg/ml ク
ロラムフェニコールを含む) に塗布して 37℃で一晩培養した。翌日、プレート上のコロ
ニーを全て回収し、100 μg/ml アンピシリン及び 35 μg/ml クロラムフェニコールを添加
した LB 培地 20 l に植菌し、30℃で OD600=0.7-0.8 の濁度になるまで培養した。その後、
培養液に IPTG を最終濃度 1 mM になるように加え、30℃で一晩培養した。翌日、培養
液を 7,741×g、4℃で遠心分離を行い、菌体を回収した。集めた菌体をバッファーA [50 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 10 % glycerol, 0.5 M NaCl, 2 mM 2-mercaptoethanol] に懸濁し、超音波破
砕器を用いて細胞を破砕した。得られた細胞破砕液を 27,216×g、4 ℃で 20 分間遠心分
離し、得られた上清を二等分し、3 ml の Ni-NTA アガロース (QIAGEN) とそれぞれ混
合し、4℃で 1 時間ゆるやかに回転させながら His-PSF と Ni-NTA アガロースレジンを
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結合させた。その後、His-PSF が結合した Ni-NTA アガロースビーズをエコノカラム 
(Bio-Rad) に充填し、150 ml のバッファーB [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 M NaCl, 20 mM 
imidazole, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol] で洗浄した。洗浄後、20-300 mM 
imidazole の直線的な濃度勾配にて Ni-NTA アガロースビーズに結合した His-PSF を溶出
し、His-PSF の溶出画分を SDS-PAGE により分析し、回収した。His-PSF を含む溶出画
分に、タンパク質 1 mg あたり 1.5 unit の Thrombin Protease (GE Healthcare) を加え、4 l
のバッファーC [20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.2 M NaCl, 0.25 mM EDTA, 2 mM 
2-mercaptoethanol, 10% glycerol] に対して透析を行いながら、His6タグを除去した。His6
タグの除去は SDS-PAGE により確認した。His6タグの除去後、タンパク質溶液を 4 等分
し、バッファーC で平衡化した 3 ml の hydoroxyapatite (Bio-Rad) をエコノカラムに充填
し、4 等分したタンパク質溶液を別々に負荷した。タンパク質溶液を負荷した後、バッ
ファーD [20 mM sodium phosphate (pH 8.0), 0.2 M NaCl, 0.25 mM EDTA, 2 mM 
2-mercaptoethanol, 10% glycerol] にて直ちにに PSF を溶出し、溶出画分を SDS-PAGE に
て分析し、回収した。回収した後、0.25 M KCl を含むバッファーE [20 mM Tris-HCl (pH 
8.5), 0.25 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol]で平衡化した 2 ml の SP 
Sepharose (GE Healthcare) をエコノカラムに充填し、回収したタンパク質溶液を負荷し、
30 ml の 0.25 M KCl を含むバッファーE で洗浄した。その後、0.25-0.8 M KCl の直線的
な濃度勾配により PSF を溶出した。溶出した PSF を 2 l のバッファーG [20 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 200 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% glycerol] に対して透析し、-80℃
で保存した。 
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2-2 PSF 欠失変異体の精製 
PSF の 1-266 番目のアミノ酸領域を有する PSF(1-266) 欠失変異体および 267-468 番目
のアミノ酸領域を有する PSF(267-468) 欠失変異体の発現プラスミドを作製した。
pET-15b-PSF を鋳型 DNA とし、PCR 法により PSF の 1-266 番目のアミノ酸領域および
267-468 番目のアミノ酸領域を増幅した。その後、NdeI、XhoI 処理をした pET-15b ベク
ターに増幅した DNA 断片を組み込み、 PSF 欠失変異体の発現プラスミド 
[pET-15b-PSF(1-266)および pET-15b-PSF(267-468)] とした。PCR 法に用いたプライマー
を以下に示す。 
PSF(1-266) 
forward primer : 5’- GGCATATGTCTCGGGATCGGTTCCGGAGT -3’  
reverse primer : 5’- GGCTCGAGTTAGCCGCCGGGCCC -3’ 
PSF(267-468) 
forward primer : 5’- GGCATATGCGCAGCGAGGAGAAGATCTCG -3’  
reverse primer : 5’- GGCTCGAGTTATGGATTCTTCTGGGCAAGTTTTTC -3’ 
 作製した pET-15b-PSF(1-266)および pET-15b-PSF(267-468)を用いて大腸菌 BL21 (DE3) 
codon plus-RP を形質転換させた。その後、 PSF の精製と同様の手順で、
pET-15b-PSF(1-266)を保持する大腸菌は 5 l、pET-15b-PSF(267-468)を保持する大腸菌は 2 
l の LB 培地にて培養し、菌体を回収した。その後の精製過程は、His6 タグの除去まで
野生型 PSF と同様の手順である。His6タグを除去した後、バッファーC で平衡化した 3 
ml の hydoroxyapatite をエコノカラムに充填し、タンパク質溶液を負荷した。PSF(1-266)
は、hydoroxyapatite に結合しないため、素通り画分を回収した。一方、PSF(267-468)は
野生型 PSF と同様に、負荷した後バッファーD にて直ちに溶出した。その後、PSF(1-266)
は 0.1 M KCl を含む 2 l のバッファーE、PSF(268-468)は 2 l のバッファーE に対して透析
した。透析後、PSF(1-266)は 0.1 M KCl を含むバッファーE で平衡化した MonoS カラム 
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(GE Healthcare) に負荷し、0.1-0.8 M KCl の直線的な濃度勾配により溶出した。
PSF(267-468)はバッファーE で平衡化した MonoQ カラム (GE Healthcare) に負荷し、
0-0.8 M KCl の直線的な濃度勾配により溶出した。溶出した PSF(1-266)および
PSF(268-468)を 2 l のバッファーG に対して透析し、-80℃で保存した。 
 
2-3 RAD51 の精製 
 RAD51 タンパク質は、引用文献 85 の方法に基づいて精製した。ヒト RAD51 遺伝子
が組込まれた pET-15b プラスミドで、大腸菌 JM109 (DE3) codon plus-RIL を形質転換さ
せた。その後、PSF の精製と同様の手順で、LB 培地 5 l にて培養し、菌体を回収した。
集めた菌体を、バッファーH [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 M NaCl, 5 mM imidazole, 5 mM 
2-mercaptoethanol, 10% glycerol] に懸濁し、超音波破砕器を用いて細胞を破砕した。細
胞破砕液を 27,216×g、4℃で、20 分間遠心分離を行い、得られた上清と 5 ml の Ni-NTA ア
ガロースレジンを混合し、4℃で 1 時間ゆるやかに回転させながら His6タグ融合 RAD51
タンパク質 (以下 His-RAD51) と Ni-NTA アガロースレジンを結合させた。その後、
Ni-NTA アガロースビーズをエコノカラムに充填し、250 ml のバッファーI [50 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 M NaCl, 60 mM imidazole, 5 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol] で
洗浄した後に、60-500 mM imidazole の直線的な濃度勾配にて His-RAD51 を溶出した。
SDS-PAGE により溶出画分を分析し、His-RAD51 を含む溶出画分に、タンパク質 1 mg
あたり 1 unit の Thrombin Protease を加え、4 l の 0.2 M KCl を含むバッファーJ [50 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 0.25 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol] に対して透析し
ながら、His6タグの除去を行った。透析後、SDS-PAGE により His6タグの除去を確認し、
タンパク質溶液を、2 l のバッファーK [100 mM Tris-acetate(pH 7.5), 7 mM spermidine-HCl, 
5% glycerol] に対して透析し、沈殿させた。得られた沈殿物を 27,216×g、 4℃にて 10
分間遠心分離を行い、上清を除いた。沈殿物をバッファーL [100 mM potassium phosphate 
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(pH 7.0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol] を用いて溶
解した。得られたタンパク質溶液を 0.2 M KCl を含むバッファーJ で平衡化した MonoQ
カラムに負荷し、0.6 M KCl を含むバッファーJ により RAD51 を溶出し、精製した。精
製物を 4 l のバッファーM [20 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 2 
mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol] に対して透析し、-80℃で保存した。 
 
2-4 RAD51 欠失変異体の精製 
RAD51 の 1-114 番目のアミノ酸領域を有する RAD51(1-114)欠失変異体および 82-339
番目のアミノ酸領域を有する RAD51(82-339)欠失変異体の発現プラスミドを、大腸菌
JM109 (DE3) codon plus-RIL に導入し、形質転換させた。その後、野生型 RAD51 の精製
と同様の手順で、大腸菌を培養し菌体を回収した後、細胞を破砕した。細胞破砕液を
27,216×g、4℃で、20 分間遠心分離を行い、得られた上清と 1.5 ml の Ni-NTA アガロー
スレジンを混合し、4℃で 1 時間ゆるやかに回転させながら His6タグ融合タンパク質と
Ni-NTA アガロースレジンを結合させた。その後、Ni-NTA アガロースビーズをエコノカ
ラムに充填し、His6 タグ融合 RAD51(1-114)タンパク質 [His-RAD51(1-114)] は 250 ml
のバッファー H で洗浄し、 His6 タグ融合 RAD51(82-339) タンパク質  [ 以下
His-RAD51(82-339)] はバッファーH (ただし、5 mM imidazole ではなく 30 mM imidazole) 
で洗浄した。洗浄後、His-RAD51(1-114)は 5-500 mM imidazole の直線的な濃度勾配にて
溶出し、His-RAD51(82-339)は 30-500 mM imidazole の直線的な濃度勾配にて溶出し、精
製した。最終精製物は 4℃で保存し、使用する直前にバッファーN [20 mM sodium 
phosphate(pH 8.0), 0.3 M NaCl, 0.1 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol] に対
して透析した。 
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2-5 RPA の精製 
 RPA タンパク質は、引用文献 86 の方法に基づいて精製した。p11d-tRPA プラスミド
で大腸菌 BL21 (DE3) codon plus-RIL (Stratagene) を形質転換させ、100 μg/ml アンピシリ
ンおよび 35 μg/ml クロラムフェニコールを含む LB プレートに塗布し、37℃で一晩培養
した。翌日、シングルコロニーを 100 μg/ml のアンピシリンおよび 35 μg/ml のクロラ
ムフェニコールを含む TB 培地 10 l の各々に植菌し、37℃で一晩静置培養した。翌日、
OD600が 0.7-0.8 になるまで振盪培養し、培養液に IPTG を最終濃度が 0.4 mM になるよ
うに添加した。その後、さらに 37℃で 2 時間振盪培養した後に培養液を 7,741×g、4℃
で遠心分離し、菌体を回収した。集めた菌体を 50 mlのバッファーO [30 mM HEPES-KOH 
(pH 7.8), 1 mM DTT, 0.25 mM EDTA, 0.25% inositol, 0.01% NP-40] に懸濁し、-80℃で凍結
した。その後、懸濁液を溶解し超音波破砕機を用いて細胞を破砕した。得られた細胞破
砕液を 27,216×g、4℃で 20 分間遠心し、その上清をバッファーO で平衡化した Affi-Gel 
Blue カラム (Bio-Rad) に負荷した。50 mM KCl (100 ml)、0.8 M KCl (100 ml)、0.5 M 
NaSCN (150 ml)をそれぞれ含んだバッファーO により洗浄後、1.5M NaSCN を含む 80 ml
のバッファーO によりタンパク質を溶出した。RPA の溶出画分を SDS-PAGE により分
析し、回収したタンパク質溶液を 4 l のバッファーP [25 mM Tris-HCl bufffer (pH 7.5), 50 
mM KCl, 10% glycerol, 1 mM DTT, 0.01% TritonX-100] に対して透析した。透析後、タン
パク質溶液を 17,300×g、4℃で 15 分間遠心分離し、上清をバッファーP で平衡化した 9 
ml の Hydroxyapatite カラムに負荷した。その後、100 ml のバッファーQ [20 mM potassium 
phosphate (pH 7.5), 10% glycerol, 1 mM DTT, 0.01% TritonX-100] で洗浄後、20-300 mM 
potassium phosphate (pH 7.5) の直線的な濃度勾配によりタンパク質を溶出した。RPA の
溶出画分を SDS-PAGE により分析し、回収したサンプルを 2 l のバッファーP に対して
透析した。透析後のタンパク質溶液をバッファーP で平衡化した MonoQ カラムに負荷
し、50-400 mM KCl の直線的な濃度勾配により RPA を溶出し、精製した。精製物を 2 l
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のバッファーR [20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM KCl, 10% glycerol, 1 mM DTT] に対し
て透析し、-80℃で保存した。 
 
2-6 DNA および RNA 基質 
本研究に用いた DNA および RNA 基質について以下に記す。なお、本論文中の DNA
の濃度は全てヌクレオチドあたりのモル濃度で表記している。 
 
・φX174環状単鎖DNAおよびφX174二重鎖DNA 
 strand-exchangeアッセイおよびゲルシフトアッセイでは、バクテリオファージ由来の
5,386塩基からなるφX174環状単鎖DNA (New England Biolabs) および5,386塩基対から
なるφX174ニ重鎖DNAを用いた。解析を行うにあたり、これらのDNAはTEバッファー 
[10 mM Tris-HCl(pH 8.0), 0.1 mM EDTA] に対して透析したものを使用した。また、φX174
直鎖状二重鎖DNAは、X174環状二重鎖DNA (New England Biolabs) をPstI処理したも
のを用いた。 
 
・オリゴヌクレオチド 
 D-loopアッセイに用いたssDNAは50-merからなり、日本遺伝子研究所よりHPLC精製
したもの購入した。以下にその配列を示す。 
5’ -GGA ATT CGG TAT TCC CAG GCG GTC TCC CAT CCA AGT ACT AAC CGA 
GCC CT-3’ 
上記のssDNAの5’を放射性同位元素 (32P) で標識したものをD-loopアッセイに用いた。 
 オリゴヌクレオチドによるstrand-exchangeアッセイで用いたssDNAは、全てHPLC精製
したものを日本遺伝子研究所から購入した。以下にその配列を示す。 
63-mer : 5’-TCC TTT TGA TAA GAG GTC ATT TTT GCG GAT GGC TTA GAG CTT AAT 
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TGC TGA ATC TGG TGC TGT-3’ 
32-mer top strand : 5’-CCA TCC GCA AAA ATG ACC TCT TAT CAA AAG GA-3 ; 
32-mer bottom strand : 5’-TCC TTT TGA TAA GAG GTC ATT TTT GCG GAT GG-3’ 
また、ssRNAはHPLC精製したものをジーンデザインより購入した。以下にその配列を
示す。 
32-mer RNA : 5’-UCC UUU UGA UAA GAG GUC AUU UUU GCG GAU GG-3’ 
32-mer top strandの5’を32Pで標識した後、32-mer bottom strandあるいは32-mer RNAとアニ
ーリングさせ、PAGE精製したものをオリゴヌクレオチドを用いたstrand-exchangeアッセ
イにて使用した。 
 DNAビーズによる結合解析で用いたssDNAは80-merからなり、5’がビオチン化されて
いるもので、HPLC精製したものを日本遺伝子研究所より購入した。以下にその配列を
示す。 
5’-CTG CTT TAT CAA GAT AAT TTT TCG ACT CAT CAG AAA TAT CCG AAA GTG TTA 
ACT TCT GCG TCA TGG AAG CGA TAA AAC TC -3’ 
 
・pB5Sarray スーパーコイル状二重鎖 DNA 
 D-loop アッセイでは、pBluescript II SK (+) ベクターに 207塩基対の 5S rRNA遺伝子を
11個含む pB5Sarray スーパーコイル状二重鎖 DNAを用いた (87)。pB5Sarray DNAはア
ルカリ変性を行わずに精製した。その精製法を以下に示す。 
まず、pB5Sarray 二重鎖 DNA を大腸菌 DH5α (TOYOBO) に導入し、形質転換した。2 ml 
の LB 培地 (100 µg/ml のアンピシリンを含む) にて、37℃で 8 時間前培養した。その後、
培養液 4 µl を 500 ml の LB 培地 (100 µg/ml アンピシリンを含む) に植菌し、16 時間培
養した。培養液を 6,000×g、4℃で 10 分間遠心分離し、得られた菌体を 40 ml の M9 バ
ッファー [1 mg/ml NH4Cl, 3 mg/ml KH2PO4, 6 mg/ml Na2HPO4] で懸濁した後、遠心した。
26 
 
遠心後、上清を取り除き、沈殿物を 40 ml の TES バッファー [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 
mM EDTA, 10% sucrose] で溶解し、5 mg/ml の塩化リゾチーム溶液 4 ml を添加し、氷上
で 10 分間静置した。最終濃度が 0.1%になるように N-laurosyl-sarcosine 溶液を加え穏や
かに混合した後、92,560×g、 4℃で 1 時間遠心した。その後、上清と等量のフェノー
ル・クロロホルム溶液を加え、9,100×g、4℃で 20 分間遠心し水層を回収する操作を 3
回繰り返した。フェノール抽出後の DNA 溶液に対して、10 分の 1 量の 5M NaCl およ
び上清に対して 2.5 倍量のエタノールを加え、-30℃で一晩静置した。翌日、9,100×g、
4℃で 30 分間遠心した後に、上清を取り除き沈殿物を室温で乾燥した。乾燥した沈殿物
を 1 ml の TE バッファーに溶解し、10 mg/ml の RNaseA を 80 µl を加え、37℃で 1 時間
インキュベーションした。インキュベーションした後に、9,100×g、4℃で 5 分間遠心
し、0.22 µm のフィルターにより濾過した。濾過後のサンプルを 5-20%のショ糖密度勾
配溶液 30 ml の上に重層し、98,600×g、20℃で 16 時間遠心分離した。分離後の溶液を
フラクションコレクターにより分取し、1%のアガロースゲルを用いてスーパーコイル
状 DNA を含む画分を分析し、回収した。回収したスーパーコイル状 DNA を 1 l の TE
バッファーに対して透析し、最終精製物とした。 
 
2-7 Affi-Gel10 ビーズを用いた結合解析 
精製した 190 µl の PSF (0.37 mg/ml) と 75 µlのAffi-Gel 10ビーズ (Bio-Rad) を混合し、
4℃で 4 時間穏やかに回転させながらカップリング反応を行った。その後、1 M 
ethanolamine (pH 8.0) 50 µl を加え、4℃で一晩穏やかに回転させながら PSF が結合して
いない領域をブロッキングした。翌日、100×g、4℃で 1 分間遠心し上清を取り除いた
後に、ビーズを 100 µl の洗浄バッファー [20 mM sodium phosphate (pH 8.0), 100 mM NaCl, 
0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol, 0.05% Triton X-100] と混合し、100
×g、4℃で 1 分間遠心し上清を取り除き、洗浄した。この洗浄をさらに 2 回繰り返した
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後、Affi-Gel 10 ビーズと等量 (75 µl) の洗浄バッファーを加えて得られたビーズを PSF
ビーズとした (50%スラリー)。この方法を用いると、75 µl の Affi-Gel 10 ビーズに 40 µg
の PSF がカップリングされる。同様の操作を洗浄バッファーにて行い、得られたビー
ズを無タンパク質ビーズとした。この無タンパク質ビーズは、結合解析のコントロール
実験用として使用した。 
 PSF ビーズ 20 µl (50%スラリー) と 4 µg の His-RAD51 あるいは His-RAD51(1-114)
あるいは His-RAD51(82-334)を結合バッファー中 [20 mM sodium phosphate (pH 8.0), 60 
mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol, 0.05% Triton X-100] で、
室温にて 2.5 時間穏やかに回転させながら反応させた。反応後、PSF ビーズを 100 µl の
結合バッファー (但し、0.05% Triton X-100 を含まない) により 2 回洗浄した。PSF ビー
ズに 10 µl の 2×SDS バッファー [100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 20% glycerol, 4% SDS, 0.2% 
bromophenolblue, 200 mM 2-mercaptoethanol] を加え、100℃で 5 分間熱変性した。同様の
操作を、無タンパク質ビーズを用いて行ない比較対象とした。得られたサンプルを 15% 
SDS-PAGE により分離した後に CBB により染色し、PSF と His-RAD51 および
His-RAD51(1-114)および His-RAD51(82-339)との結合解析を行なった。 
 
2-8 Ni-NTA アガロースビーズを用いた結合解析 
PSFの欠失変異体を用いた結合解析では、3.8 µgのHis-PSF、His-PSF(1-266)あるいは
His-PSF(267-468)とRAD51 (7.4 µg) を97 µlの結合バッファー中  [15 mM sodium 
phosphate (pH 7.5), 95 mM NaCl, 5 mM imidazole, 0.21 mM EDTA, 9% glycerol, 2 mM 
2-mercaptoethanol, 0.025% Triton X-100] で混合し、3 µl (50%スラリー) のNi-NTAアガロ
ースを加え、室温にて1時間穏やかに回転させながら反応を行なった。その後、Ni-NTA
ビーズを1 mlの洗浄バッファー [20 mM sodium phosphate (pH 7.5), 100 mM NaCl, 0.25 
mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol] で洗浄した。Ni-NTAアガロースと共
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沈したタンパク質を5 µlの溶出バッファー [20 mM sodium phosphate (pH 7.5), 500 mM 
imidazole, 100 mM NaCl, 0.25 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol] で溶出し、
5 µl の2×SDSバッファーを加え、100℃で5分間熱変性した。熱変性したサンプルを15% 
SDS-PAGEにより分離し、CBBを用いて染色し解析した。また、比較対象として、His
タグ融合タンパク質を洗浄バッファーに置き換え、同様の操作を行なった。 
 PSF と RPA の結合解析では、3.8 µg の His-PSF と RPA (10 µg) を 97 µl の結合バッフ
ァー中 [15 mM sodium phosphate (pH7.5), 80 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM imidazole, 0.2 
mM EDTA, 9% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol, 0.025% Triton X-100] で混合し、3 µl 
(50%スラリー) の Ni-NTA アガロースを加え、室温にて 1 時間穏やかに回転させながら
反応を行なった。その後は、PSF 欠失変異体を用いた結合解析と同様の方法で解析した。 
 PSF と RAD51 の結合比を解析する実験では、1 µg の His-PSF と RAD51 (1-5 µg) を
28.5 µl の結合バッファー中 [15 mM sodium phosphate (pH 7.5), 95 mM NaCl, 5 mM 
imidazole, 0.21 mM EDTA, 9% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol, 0.025% Triton X-100] で
混合し、1.5 µl (50%スラリー) の Ni-NTA アガロースを加え、室温にて 1 時間穏やかに
回転させながら反応を行なった。その後、800×g、4℃で 1 分間遠心し上清を取り除い
た。上清のうち、6.5 µl を 6.5 µl の 2×SDS バッファーに加え、上清画分とした。His-PSF
が結合したNi-NTAビーズを 200 µlの洗浄バッファー [20 mM sodium phosphate (pH 7.5), 
100 mM NaCl, 0.25 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol] で洗浄した。反応後
の Ni-NTA アガロースと共沈したタンパク質を 6.5 µl の溶出バッファー [20 mM sodium 
phosphate (pH 7.5), 500 mM imidazole, 100 mM NaCl, 0.25 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 
2-mercaptoethanol] で溶出し、6.5 µl の 2×SDS バッファーを加えた。そのサンプルと上
清画分を 15% SDS-PAGE により分離し、CBB を用いて染色し解析した。 
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2-9 ゲルシフトアッセイ法 
 PSFおよびPSF欠失変異体のDNA結合活性を解析するために、ゲルシフトアッセイ法
を用いた。PSF、PSF(1-266)、PSF(267-468)とφX174環状単鎖DNA (20 µM) あるいはφX174
ニ重鎖DNA (20 µM) を10 µlの反応溶液中 [30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.5 mM DTT, 100 
mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5% glycerol, 0.1 mg/ml BSA]で37℃にて、10分間反応させた。こ
の反応溶液を、0.8% アガロースゲルを用いて、1×TAEバッファー [40 mM Tris-acetate, 
1 mM EDTA] 中で3.3 V/cmの条件下で2.5時間電気泳動することで分離した。電気泳動後、
ゲルを0.5 µg/ml のエチジウムブロマイドで染色し、超純水により洗浄後、DNAをUV
により検出した。 
 
2-10 D-loop アッセイ法 
PSF と RAD51 と 5’末端を 32P で標識した 50-mer の oligo DNA (終濃度 1 µM) を 7 µl
の反応溶液中 [24 mM Tris-HCl (pH 8.0), 2.0 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 55 mM NaCl, 
0.03 mM EDTA, 0.2 mM 2-mercaptoethanol, 3% glycerol, 1 mM MgCl2, 1.2 mM DTT, 2 mM 
AMPPNP, 0.1 mg/ml BSA] で 37℃にて、10 分間インキュベーションした。その後、2 µl
のスーパーコイル状 pB5SarrayDNA (30 µM) と 1 µl の MgCl2 (9 mM) を同時に加えるこ
とで、反応を開始させた。37℃で 30分間反応させた後に、2 µlの反応停止溶液 [0.2% SDS, 
1.5 mg/ml proteinase K (Roche)] を加え、37℃で 15 分間インキュベーションすることで
反応を停止させた。この反応溶液を、1%アガロースゲルを用いて 1×TAE バッファー
中で 3.3 V/cm の条件下で 2.5 時間電気泳動することで分離した。電気泳動後、アガロー
スゲルを乾燥させ、イメージングプレートに露光し、FLA-7000 イメージングアナライ
ザー (Fujifilm) によりバンドを検出した。得られたバンドは Image Gauge ソフトウェア
を用いて定量した。 
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2-11 strand-exchange アッセイ法 
RAD51 (0.5-6.6 µM) と RPA (1.3 µM) と PSF (1.0 µM) を、φX174 環状単鎖 DNA (20 
µM) とともに反応溶液中 [30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 4 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 110 
mM NaCl, 5 mM KCl, 0.06 mM EDTA, 0.4 mM 2-mercaptoethanol, 6% glycerol, 1 mM MgCl2, 
1 mM CaCl2, 1.4 mM DTT, 1 mM ATP, 0.1 mg/ml BSA, 20 mM creatine phosphate, 75 g/ml 
creatine kinase] で 37℃にて、10 分間インキュベートした。その後、反応液にφX174 直
鎖状二重鎖 DNA (20 µM) を加えることで、反応を開始させた。37℃で各反応時間イン
キュベーションした後に、反応溶液 10 µl に 2 µl の反応停止溶液を加え、37℃で 15 分
間インキュベーションすることで反応を停止させた。この反応溶液を、1%アガロース
ゲルを用いて、1×TAE 中で 3.3 V/cm の条件下で 4 時間電気泳動することで分離した。
分離後のアガロースゲルを SYBR Gold (Invitrogen) により染色し、反応物をルミノ・イ
メージアナライザー LAS-4000 IR multi color (Fujifilm) を用いて検出した。得られたバ
ンドは Image Gauge ソフトウェアを用いて定量した。 
 
2-12 DNA ビーズを用いた結合解析 
 PSF (1 µM) と RAD51 (5 µM) をビオチン化した 80-mer の ssDNA が結合した磁性ビ
ーズと 10 µl の反応溶液中 [28 mM Tris-HCl (pH 8.0), 4 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 110 
mM NaCl, 0.06 mM EDTA, 0.4 mM 2-mercaptoethanol, 6% glycerol, 1 mM MgCl2, 1.4 mM 
DTT, 1 mM ATP]で混合し、37℃にて 20 分間インキュベーションした。インキュベーシ
ョン後、10 µl の反応溶液バッファーで磁性ビーズを洗浄し、タンパク質が結合した磁
性ビーズに 5 µl の 2×SDS バッファーを加え 100℃にて 5 分間熱変性した。得られたサ
ンプルを 12% SDS-PAGE により分離し、CBB を用いて染色し解析した。 
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2-13 オリゴヌクレオチドを用いた strand-exchange アッセイ法 
 RAD51 (3 µM) と PSF と 63-mer の ssDNA (15 µM) を、9 µl の反応溶液中 [28 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 4 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 110 mM NaCl, 0.06 mM EDTA, 0.4 mM 
2-mercaptoethanol, 6% glycerol, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 1.4 mM DTT, 1 mM ATP, 0.1 
mg/ml BSA, 20 mM creatine phosphate, 75 g/ml creatine kinase] で 37℃にて 10 分間インキ
ュベーションした。その反応溶液に 32-mer の dsDNA あるいは RNA/DNA ハイブリッ
ド (1.5 µM) を 1 µl を加えることで反応を開始させた。37℃で 30 分間インキュベーシ
ョンした後、2 µl の反応停止溶液を加え、37℃で 15 分間インキュベーションすること
で反応を停止させた。この反応溶液を 15%ポリアクリルアミドゲルにより、0.5×TBE
バッファー [45 mM Tris, 45 mM boric acid, 1 mM EDTA] 中で 10 V/cm の条件下で 4 時間
電気泳動することで分離した。電気泳動後、ゲルを乾燥させイメージングプレートに露
光し、FLA-7000 イメージングアナライザーを用いてバンドを検出した。得られたバン
ドは Image Gauge ソフトウェアを用いて定量した。 
 
2-14 質量分析 
 18 µlの PSF (0.4 mg/ml)を 2 µlの 5% TFAと混合し、ZipTip (C4) pipette tip (Millipore) に
結合させた。タンパク質が結合した ZipTip をまず洗浄バッファー [0.1% TFA, 5% 
methanol] で洗浄した。続いて ZipTip を 0.1% TFA で洗浄した後に、溶出バッファー 
[0.1 % TFA, 80% acetonitrile]で溶出した。溶出したタンパク質溶液をサンプルプレートに
滴下し、そこに sinapic acid (Sigma-Aldrich) を滴下し乾燥させた。9 µl の PSF(1-266) (1.0 
mg/ml) あるいは PSF(266-468) (1.3 mg/ml) についても 2 µl の 5% TFA と混合し、上記と
同様の操作を行った。乾燥した後、AXIMA-CFR mass spectrometer (Kratos Analytical) を
用いてサンプルにレーザーを照射し、イオン化されたタンパク質の飛行時間を計測する
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ことで質量分析を行った (MALDI-TOF-MS)。なお、標準タンパク質として Bovine 
carbonic anhydrase II と BSA を用いた。 
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第 3 章 実験結果 
3-1 PSF の精製系の確立 
PSF の相同組換えにおける機能を生化学的手法により解析するために、まず PSF をリ
コンビナントタンパク質として精製した。大腸菌を用いて、PSF を変性条件下でリコン
ビナントタンパク質として精製する方法は既に報告されている (56)。しかし、変性条
件下で精製したタンパク質は、本来の活性を失っていることが多い。そこで本研究では、
PSF を非変性条件下で精製する系を新たに確立した (Figure 4A)。ヒト HeLa 細胞由来の
cDNA を用いて、PCR 法によりヒト PSF 遺伝子を増幅し、これを pET-15b ベクターに
組み込み His6タグ融合 PSF 発現プラスミドを作製した。この His6タグ融合 PSF 発現プ
ラスミドを大腸菌内に導入し、IPTG により His6タグ融合 PSF の発現を誘導した。12% 
SDS-PAGE により PSF の生成を調べたが、PSF の大量発現を確認することはできなかっ
た (Figure 4B, lanes 2, 3)。しかし、His6タグが特異的に結合する Ni-NTA アガロースカ
ラムによって粗精製を行った結果、100 kDa 付近のタンパク質が高濃度で溶出されるこ
とがわかった (Figure 4B, lane 4)。PSF は、計算上では約 76kDa のタンパク質であるが 、
塩基性タンパク質であるため SDS-PAGE では移動度が遅くなり、100 kDa 付近に観察さ
れることが報告されている (56)。そこで、この 100 kDa 付近のタンパク質を His6タグ
融合PSFであると推定した。次に、Thrombin protease処理によりHis6タグの切除を行い、
6% SDS-PAGE により解析した。その結果、100 kDa 付近のバンドのシフトダウンが観
察された (Figure 4C, lanes 2, 3)。このことから、この 100 kDa 付近のバンドが PSF であ
ることがわかった。His6タグを除去後、Hydroxyapatite カラム、SP Sepharose カラムを用
いてさらに精製し、PSF の最終精製物とした。SDS-PAGE により、精製した PSF は高純
度であることを確認した (Figure 4B, lane 6)。また、質量分析により精製した PSF の正確
な分子量を測定した。本研究では、サンプルにレーザーを照射し、イオン化されたタン 
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パク質の飛行時間を計測することで質量分析を行った (MALDI-TOF-MS)。その結果、
精製したPSFの質量はおよそ76 kDaであり、これは理論上のPSFの質量と同じであった。
この結果から、精製したタンパク質は PSF であると断定した。 
 
3-2 PSF の DNA 結合活性の解析 
これまでの研究により、PSF は単鎖および二重鎖 DNA に結合することがわかってい
る (75)。そこで、本研究において精製した PSF も同様に DNA 結合活性を有するのかを
解析した。DNA 結合活性は、φX 174 環状単鎖 DNA およびφX 174 環状二重鎖 DNA を
基質として用いて、ゲルシフトアッセイ法により解析した。その結果、本研究にて精製
した PSF は、単鎖および二重鎖 DNA との結合活性を有することがわかった (Figure 5A, 
B)。 
 
3-3 PSF 固定化ビーズを用いた PSF と RAD51 との結合解析 
精製した PSF を用いて、PSF と RAD51 との結合を検討した。結合解析を行うために、
PSF を Affi-Gel 10 ビーズに共有結合させた PSF ビーズを調製した。PSF ビーズとリコ
ンビナントタンパク質として精製した RAD51 とを混合し、プルダウンアッセイを行っ
た。その結果、PSF ビーズでプルダウンしたものは、コントロール実験である無タンパ
ク質ビーズでプルダウンしたものと比較して有意に RAD51 が検出された (Figure 6, 
lane 5)。このことから、PSF は RAD51 と直接結合するということが明らかになった。 
 次に RAD51 のどのアミノ酸領域が PSF と結合するのかを調べた。これまでの研究か
ら、RAD51 は N 末端ドメインと ATPase ドメインからなるタンパク質であることがわか
っている。そこで、RAD51 の N 末端ドメインを含む 1-114 のアミノ酸領域を有する欠
失変異体 [RAD51(1-114)] と、ATPase ドメインを含む 82-339 のアミノ酸領域を有する 
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欠失変異体 [RAD51(82-339)] を作製し、リコンビナントタンパク質として精製した
(Figure 6, lanes 3, 4)。これらの欠失変異体を PSF ビーズと混合し、プルダウンアッセイ
を行った結果、RAD51(82-339)は野生型の RAD51 と同程度に PSF と結合するのに対し
て (Figure 6, lane 9)、RAD51(1-114)は PSF と結合しないことがわかった (Figure 6, lane 7)。
これらの結果より、PSF は RAD51 の ATPase ドメインと直接結合するということが明ら
かとなった。 
 
3-4 Ni-NTA アガロースを用いた PSF と RAD51 との結合解析 
 PSF ビーズを用いたプルダウンアッセイによって、PSF と RAD51 との結合を同定し
た。この PSF と RAD51 との結合を別のビーズを用いて確認するために、Ni-NTA アガ
ロースを用いたプルダウンアッセイを行った。本実験を行うために、His6タグを切除し
ない PSF を精製し、プルダウンアッセイに用いた (Figure 7A, lane 2)。その結果、PSF
固定化ビーズを用いたプルダウンアッセイと同様に、PSF は RAD51 と結合することが
確認された (Figure 7A, lane 8)。RAD51 は、相同組換え反応を触媒する際に RPA と協同
的に働くことがわかっている。そこで、次に PSF と RPA との結合解析を行った。その
結果、PSF は RPA とは結合しないことがわかった (Figure 7A, lane 5)。これらの結果か
ら、PSF は RAD51 と特異的に結合する新規の RAD51 相互作用因子であることが明らか
になった。 
 次に Ni-NTA アガロースを用いたプルダウンアッセイによって PSF の RAD51 との結
合比を調べた。RAD51 の濃度を変化させ、RAD51 の PSF との結合量がどのように変化
するのかを解析した。その結果、RAD51 の PSF との結合量は RAD51 の濃度依存的に増
加することがわかった (Figure 7B-D)。さらに、過剰量の RAD51 存在下においては PSF
の RAD51 との結合比はおよそ 1:1 であることがわかった。 
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3-5 PSF による RAD51 の相同的対合活性の促進 
 PSF が RAD51 と結合することが明らかになったので、次に PSF が RAD51 依存的な 
相同組換え反応に及ぼす影響について解析した。まず、PSF が RAD51 の触媒する相同
的対合反応にどのような影響を与えるのかを調べた。相同的対合活性を解析するために、
D-loop アッセイを用いた。D-loop アッセイでは、50-mer の単鎖 DNA と環状二重鎖 DNA
の相同な塩基配列間で相同的対合反応が触媒され、D-loop と呼ばれる対合体が形成され
る (Figure 8A)。本研究の D-loop アッセイでは、二重らせんの変性を防ぐために、アル
カリ変性を行わずに調製したスーパーコイル状二重鎖 DNA を用いた。まず、PSF によ
って RAD51 の触媒する相同的対合反応が促進されるのかを調べるため、低濃度の
RAD51 存在下においてD-loopアッセイを行った。先行研究と同様に、PSFおよび RAD51
は単独で相同的対合反応を触媒することが確認された (Figure 8B, lanes 2-6, 8C)。また、
低濃度の RAD51 (0.1 μM) と PSF を混合すると、PSF の濃度依存的に D-loop の形成量
が著しく増加することが明らかになった (Figure 8B, lanes 7-10, 8C)。この RAD51 と PSF
を混合したときに観察される D-loop の形成量の増加は、AMPPNP 非存在下では観察さ
れなかった (Figure 8D, lanes 5,6)。AMPPNPはATPの非加水分解アナログであり、RAD51
が相同的対合反応を触媒するために必要であるが、PSF には必要ではない。従って、低
濃度の RAD51 存在下では、PSF によって RAD51 の相同的対合活性が促進されることが
明らかとなった。 
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3-6 PSF による RAD51 の相同的対合活性の調節 
低濃度の RAD51 存在下において、PSF が RAD51 の触媒する相同的対合反応を促進す
ることがわかったため、次に至適濃度の RAD51 存在下で、PSF が RAD51 の相同的対合
活性にどのような影響を及ぼすのかを解析した。その結果、0.1 μM の RAD51 存在下に
おける相同的対合活性の活性化とは対照的に、D-loop アッセイにおける至適濃度である
0.35 μM の RAD51 存在下では、PSF は RAD51 の活性を著しく阻害することが明らかと
なった (Figure 9A, lane 11, Figure 9B)。さらに RAD51 の濃度を変化させて解析したとこ
ろ、RAD51 の濃度が 0.05 および 0.1 μM のときに PSF は RAD51 の相同的対合活性を活
性化するが (Figure 9A, lanes 8, 9, Figure 9B)、RAD51 の濃度が 0.35 および 0.7 μM のと
きには、PSFはRAD51の相同的対合活性を阻害することがわかった (Figure 9A, lanes 11, 
12, Figure 9B)。これらの結果から、PSF は低濃度の RAD51 存在下では、RAD51 の相同
的対合活性を促進するが、高濃度の RAD51 存在下ではむしろ阻害するということが明
らかになった。 
 
3-7 PSF による RAD51 の鎖交換活性の促進(1) 
 相同組換えにおいて、RAD51 は相同的対合反応を触媒後、ヘテロ二重鎖 DNA 領域を
拡大するために鎖交換反応を触媒すると考えられている。そこで次に、PSF が RAD51
の触媒する鎖交換反応に与える影響について調べた。鎖交換活性を調べるために、ファ
ージ由来のφX174 環状単鎖 DNA とφX174 直鎖状二重鎖 DNA を基質として用いて、相
同鎖交換反応の in vitro アッセイ系である strand exchange アッセイを行った。strand 
exchange アッセイでは、RAD51 によって単鎖 DNA と二重鎖 DNA の相同な配列間で相同
鎖交換反応が行われ、joint molecule (jm) が生成される (Figure 10A)。この jm を観察する
ことで、相同鎖交換活性の解析を行なうことが可能である。また、strand exchange アッ 
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セイにおいて、RAD51 が効率よく鎖交換反応を触媒するためには、単鎖 DNA 結合タンパ
ク質である RPA が必要である。RPA は単鎖 DNA の二次構造を解消すると考えられてお
り、その活性が RAD51 の鎖交換活性の促進に密接に関わっている。D-loop アッセイと
同様に、まずは PSF が RAD51 の鎖交換活性を促進するかを調べるために、低濃度の
RAD51 存在下 (0.5 μM) で strand exchange アッセイを行った。その結果、まず PSF は
相同的対合活性を有するが (Figure 8B, lanes 2-5)、鎖交換活性は有さないことがわかった
(Figure 10B, lane 11)。また、PSF 非存在下では、反応時間 30、60、90 分においてわずか
な jm しか観察されないのに対して(Figure 10B, lanes 3, 5, 7, 9, Figure 10C)、PSF 存在下
では jm の形成量が大幅に増加していることがわかった (Figure 10B, lanes 4, 6, 8, 10, 
Figure 9C)。これらのことから、PSF は相同的対合活性と同様に RAD51 の鎖交換活性も
促進するということが明らかになった。また、この PSF による RAD51 の鎖交換反応の活
性化は、RAD51 の ATP 加水分解活性を抑制し、RAD51 の活性化型フィラメントを安定化
するために必要な Ca2+非存在下では観察されないことがわかった (Figure 10D, lane 5) 
(88)。 
 
3-8 PSF による RAD51 の鎖交換活性の促進(2) 
低濃度のRAD51存在下において、PSFがRAD51の鎖交換活性を促進することがわかっ
たため、次にPSFを反応系に加える順序を変化させ、RAD51の鎖交換活性の促進に与え
る影響について調べた。以下のに示す (i) - (iv)の 4通りの順序でPSFを加え、strand 
exchangeアッセイを行った。 
(i) RAD51、PSF、RPAおよび単鎖DNAを同時にインキュベートする 
(ii) PSFと単鎖DNAをインキュベート後、RAD51を加え、その後さらにRPAを加える 
(iii) RAD51と単鎖DNAをインキュベート後、PSFを加え、その後さらにRPAを加える 
(iv) RAD51と単鎖DNAをインキュベート後、RPAを加え、その後さらにPSFを加える 
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それぞれの順序で、タンパク質および単鎖 DNA をインキュベートした後、二重鎖 DNA
を加え反応を開始させた。その結果、RAD51、PSF、RPA および単鎖 DNA のすべてを  
反応開始前に同時にインキュベートする条件下で、最も明確な RAD51 の活性化が観察
された (Figure 11A, lane 3)。一方、PSF と単鎖 DNA とをインキュベートした後に RAD51
を加える条件下では、RAD51 の活性化は観察されなかった (Figure 11A, lane 5, Figure 
11B, C)。これは、PSF を単鎖 DNA と結合させた後に RAD51 を加えると、PSF の DNA
結合が RAD51 の DNA 結合を阻害するためだと考えられる。また、鎖交換反応の促進
は、RAD51 と単鎖 DNA とをインキュベートした後に PSF および RPA を加える条件下
においても観察された (Figure 11A, lanes 7,9, Figure 11D-G)。これらの結果から、RAD51
の鎖交換活性は RAD51 が単鎖 DNA と結合しフィラメントを形成した後に、PSF を加
えることにより促進されることが明らかになった。 
 
3-9 PSF による RAD51 の鎖交換活性の調節 
 PSF は 3-6 に示したように、低濃度の RAD51 存在下において RAD51 の相同的対合活
性を促進するが、至適濃度の RAD51 の存在下ではその活性を阻害する。そこで、至適
濃度の RAD51 存在下において PSF は鎖交換反応を相同的対合反応と同様に阻害するの
かを調べた。PSF 非存在下においては、2-4 μM の RAD51 の濃度が鎖交換反応の至適濃
度である (Figure 12A, lanes 7, 9, Figure 12B)。D-loop アッセイと同様に、0.5 や 1.0 μM と
いった低濃度の RAD51 存在下において PSF は RAD51 の鎖交換活性を促進するのに対
し (Figure 12A, lanes 4,6, Figure 12B)、高濃度 (2-6.6 μM) の RAD51 存在下において
RAD51 の活性を阻害することが明らかとなった (Figure 12A, lanes 8,10,12, Figure 12B)。
これらの結果は D-loop アッセイの結果の一致しており、PSF は RAD51 の濃度に依存し
て、RAD51 の相同的対合活性および鎖交換活性を調節する新規因子であることが示唆
された。 
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3-10 PSF および RAD51 の競合的単鎖 DNA 結合活性の解析 
 高濃度の RAD51 存在下において、PSF が RAD51 の相同的対合活性および鎖交換活
性を阻害することから、PSF が単鎖 DNA への結合において RAD51 と競合しているこ
とが考えられた。よって、単鎖 DNA ビーズを用いたプルダウンアッセイにより、PSF
と RAD51 の単鎖 DNA 結合における競合を検討した。このアッセイでは、ビオチン化
した 80-mer の単鎖オリゴデオキシリボヌクレオチドを、ストレプトアビジンを介して
の磁性ビーズと結合させた単鎖 DNA ビーズを用いた。以下に示す (i) – (iii) の 3 通りの
方法でタンパク質を単鎖 DNA ビーズとインキュベートした (Figure 13A)。 
(i) 単鎖 DNA ビーズと RAD51 および PSF を同時にインキュベートする 
(ii) 単鎖 DNA ビーズと RAD51 をインキュベートした後に PSF を加える 
(iii) 単鎖 DNA ビーズと PSF をインキュベートした後に RAD51 を加える 
上記のように単鎖 DNA ビーズとタンパク質をインキュベーションした後、磁石を利用
して単鎖DNAビーズをプルダウンし、SDS-PAGEにより PSFおよびRAD51の単鎖DNA
ビーズとの結合量を解析した。Figure 13B (lanes 2, 3)および 13C に示すように、PSF と
RAD51 はいずれも単鎖 DNA ビーズに結合することがわかる。しかし、単鎖 DNA ビー
ズと RAD51 および PSF を同時にインキュベートした条件下では、PSF の単鎖 DNA ビ
ーズとの結合量に変化はあまりみられないが、RAD51 の結合量が著しく減少している
ことが明らかになった (Figure 13B, lane 5, Figure 13C)。この RAD51 の単鎖 DNA ビーズ
との結合量の減少は、PSF を RAD51 より前に単鎖 DNA ビーズに加えても、後に加え
ても同様に観察されることがわかった (Figure 13B, lanes 8, 11, Figure 13C)。これらの結
果から、高濃度の RAD51 存在下において、PSF が RAD51 の相同的対合活性および鎖交
換活性を抑制するのは、PSF が単鎖 DNA に結合した RAD51 を解離させるためだとい
うことが考えられた。 
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3-11 PSF による単鎖 DNA と RNA/DNA ハイブリッド間の鎖交換反 
応の促進 
 PSF は、RNA 結合モチーフを 2 つ有しており、遺伝子の転写制御に関与しているこ
とがこれまでの研究によりわかっている  (59-63)。このことから、PSF は TAR 
(transcription-associated recombination) にも関与していると考えた。そこで、単鎖 DNA
と転写が停止した際に形成されると考えられる RNA/DNA ハイブリッドとの間の鎖交
換反応における PSF の効果を、オリゴヌクレオチドを用いた strand exchange アッセイに
より調べた。このアッセイでは、放射性同位元素 (32P) によって標識された 32-mer の
RNA/DNA ハイブリッドもしくは二重鎖 DNA と、相同な塩基配列を有する 63-mer の単 
鎖 DNA のと間での鎖交換反応を検出した。この反応によって、単鎖 RNA および DNA
が二重鎖から遊離し、部分的に単鎖 DNA 領域を含む二重鎖 DNA が形成される (Figure 
14A)。このアッセイでは、32-mer の二重鎖 DNA および RNA/DNA ハイブリッドは、PAGE
により精製したものを使用した。D-loop アッセイやφX174 を DNA 基質として用いた
strand exchange アッセイと同様に、オリゴデオキシリボヌクレオチドを用いた strand 
exchange アッセイにおいても、PSF は RAD51 の鎖交換活性を活性化することが明らか
となった (Figure 14B, lanes 3-5, Figure 14C)。また、RAD51 は単独で、単鎖 DNA と
RNA/DNA ハイブリッドとの間の鎖交換反応を触媒することがわかった (Figure 14B, 
lane 8, Figure 14C)。さらに興味深いことに、PSF は RAD51 による単鎖 DNA と RNA/DNA
ハイブリッドとの間の鎖交換反応を促進することが明らかとなった (Figure 14B, lanes 
9-11, Figure 14C)。これらの結果から、PSF は TAR において、RNA/DNA ハイブリッド
と DNA との間の組換え反応に関与している可能性が示唆された。 
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3-12 PSF 欠失変異体の作製と精製系の確立 
 これまでの解析から、PSF は相同組換えに関与する新規タンパク質であり、RAD51
と協同的に働いていることが示唆された。そこで、PSF の相同組換えにおける機能ドメ
インを同定するために、PSF の 1-266 番目のアミノ酸領域を有する PSF(1-266)、267-468
番目のアミノ酸領域を有する PSF(267-468)および 469-707 番目のアミノ酸領域を有する
PSF(469-707)の 3 つの PSF 欠失変異体を作製した。PSF は、proline/glutamine-rich ドメイ
ン、proline-rich ドメイン、そして 2 つの RNA 結合ドメインを有することがわかってい
る (Figure 15A)。作製した 3 つの欠失変異体のうち、PSF(1-266)は proline/glutamine-rich
ドメインおよび proline-rich ドメインを有しており、PSF(267-468)は 2 つの RNA 結合モ
チーフを有している (Figure 15A)。野生型PSFと同様に、PSF(1-266)遺伝子、PSF(267-468)
遺伝子および PSF(469-707)遺伝子を pET15-b ベクターに組み込み、PSF 欠失変異体発現
プラスミドを作製した。この発現プラスミドを用いて、大腸菌内で PSF 欠質変異体を
His6 タグ融合タンパク質として発現させた。PSF の発現を確認した結果、PSF(1-266)お
よび PSF(267-468)は精製するために十分な量のタンパク質を可溶画分に得ることがで
きたが、PSF(469-707)は可溶化せず、不溶性画分でのみ確認された。このことから、
PSF(469-707)は正しい立体構造を形成していないことが考えられたので、PSF(1-266)お
よび PSF(267-468)の 2 つの欠失変異体をリコンビナントタンパク質として精製した。
Ni-NTA アガロースカラムにより粗精製後、thrombin protease により His6タグを除去し、
Hydroxyapatite カラムによりさらに精製した。その後、PSF(1-266)は MonoS カラムで精
製したものを最終精製物とし、PSF(267-468)は MonoQ カラムで精製したものを最終精
製物とした。但し、PSF(1-226)は野生型 PSF と異なり、Hydroxyapatite カラムに吸着し
なかったため、素通り画分を回収した。PSF(1-266)および PSF(267-468)の最終精製物を
SDS-PAGE により分析した結果、いずれも不純物を含まずに精製されている高純度に精
製できたことがわかった (Figure 15B, lanes 3, 4)。PSF(1-266)および PSF(267-468)の計算 
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上の分子量は、それぞれ約 26、23 kDa である。しかし、SDS-PAGE による分析では、
PSF(1-266)およびPSF(267-468)は、およそ42、25 kDa付近にそれぞれバンドが観察され、
PSF(1-266)に関しては、特に計算上の分子量と大きく異なっている (Figure 15B, lane 3)。
そこで、質量分析により PSF(1-266)および PSF(267-468)の正確な分子量を測定した。そ
の結果、精製した PSF(1-266)および PSF(267-468)の質量は、それぞれ、26、23 kDa であ
り、ともに理論上の分子量と一致することがわかった。 
 
3-13 PSF 欠失変異体の DNA 結合活性の解析 
 まず、PSF のどのアミノ酸領域が DNA との結合に重要であるかを解析するために、
精製した PSF 欠失変異体を用いてゲルシフトアッセイを行った。その結果、PSF(1-266)
は野生型 PSF と同様に、単鎖および二重鎖 DNA との結合活性を有することが明らかに
なった (Figure 16A, B, lanes 5-7)。一方で、RNA 結合モチーフを 2 つ有する PSF(267-468)
は、単鎖および二重鎖 DNA のいずれとも結合しないことがわかった (Figure 16A, B, 
lanes 8-10)。これらの結果から、PSF の DNA 結合ドメインは 1-266 のアミノ酸領域に存
在し、PSF は DNA 結合ドメインと RNA 結合ドメインを別々に有していることが推測
された。 
 
3-14 PSF 欠失変異体の RAD51 との結合活性の解析 
 次に、PSF(1-266)および PSF(267-468)の RAD51 との結合活性を Ni-NTA アガロースを
用いたプルダウンアッセイにより調べた。His6 タグが融合している PSF(1-266)および
PSF(267-468)を精製し (Figure 17A, lanes 4, 5)、それらを用いてプルダウンアッセイを行
った。その結果、PSF(1-266)は野生型 PSF と同様に RAD51 との結合活性を有するのに
対して (Figure 17, lane 8)、PSF(267-468)は RAD51 との結合活性を示さないことが明ら 
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かとなった (Figure 17, lane 9)。これら欠失変異体を用いた解析結果から、PSF の N 末端
側の 1-266 のアミノ酸領域には、DNA 結合ドメインおよび RAD51 結合ドメインの両方
が存在し、相同組換えにおいて重要な機能を果たす領域であることが示唆された。 
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第 4 章 総合討論 
4-1 相同組換え修復における PSF の役割 
 先行研究により、PSF は RNA 前駆体のスプライシングや遺伝子の転写制御などの
様々な生体反応に関わることが明らかになっており、多機能を有するタンパク質だと考
えられている (89)。これらの機能に加え、興味深いことに、HeLa 細胞の抽出液から精
製された PSF は単鎖 DNA 同士のアニーリング活性を有し、単独で単鎖 DNA と二重鎖
DNA との間の相同的対合反応を触媒するという報告がなされた (75)。この相同的対合
反応は、相同組換え修復の中心反応の一つであり、真核生物においては RAD51 を中心
とした多くのタンパク質によって触媒されていると考えられている。従って、この報告
から PSF は RAD51 と相同組換え修復において協同的に働くことが考えられた。そこで
本研究では、生化学的解析により PSF が RAD51 依存的な組換え反応にどのような影響
を与えるのか調べた。 
 まず、PSF をリコンビナントタンパク質として精製し、RAD51 との相互作用を解析
した。その結果、PSF は RAD51 と直接相互作用することが分かった。さらに PSF は、
RAD51の触媒する相同的対合反応および鎖交換反応を低濃度のRAD51存在下では促進
する一方で、RAD51 単独において至適濃度となるような高濃度の RAD51 存在下では阻
害することが明らかになった。これらの解析結果は、PSF は RAD51 の新規相互作用因
子であり、RAD51 の相同組換え活性の調節因子として機能することを示している 
(Figure 18)。また、このように RAD51 の濃度依存的に RAD51 の相同組換え活性を調節す
る因子はこれまでに発見されておらず、PSF が初めてである。細胞内で DNA に二重鎖切
断損傷が生じた直後においては、その損傷部位に集積している RAD51 の量は少ないこ
とが考えられる。このような場合に、PSF は RAD51 の活性化因子として機能し、効率
よく RAD51 が相同的対合反応および鎖交換反応の触媒するのを補助していると思われ 
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る (Figure 18, 19A)。相同組換えが進行するに従って、組換え部位に集積する RAD51 の
量が増加すると思われるが、相同組換えの後期において過剰量の RAD51 が染色体に集
積していると無秩序な相同組換えが誘起され、腫瘍細胞に見られるような染色体異常が
引き起こされる可能性が考えられる。実際に、RAD51 を過剰発現させた細胞では染色
体異常が観察されるが、これは RAD51 の増加により不適切な相同組換えが引き起こさ
れるためだと考えられている (90)。また、腫瘍細胞では RAD51 の発現量が正常細胞と
比較して増加していることも報告されている (91)。本研究により、PSF は高濃度の
RAD51 存在下において、PSF は RAD51 を DNA から解離させることが明らかになって
いる (Figure 13)。このことから、相同組換えの後期において、PSF は無秩序な相同組換
えが行われないために、DNA に結合している RAD51 を DNA から解離させ、RAD51
の相同組換え活性を抑制していることが考えられる (Figure 19B)。相同組換えを抑制す
るタンパク質としては、酵母の Srs2 やヒトの RECQL5 が知られている。これらのタン
パク質はヘリケースであり、RAD51 が単鎖 DNA 上に形成したフィラメント構造を破壊
し、RAD51 の依存的な組換え反応を抑制することが報告されている (92-94)。従って、
PSF は相同組換えにおいて、これらのタンパク質と同様の役割を果たしているのかもし
れない。本研究によって、PSF と RAD51 は単鎖 DNA への結合において競合し、PSF
の単鎖 DNA への結合親和性は RAD51 のそれと比較して強く、PSF は単鎖 DNA に結合
した RAD51 を DNA から解離させることが明らかになった (Figure 13)。このことは、
DNA 上で PSF と RAD51 は複合体を形成していないことを示唆している。その一方で、
DNA 非存在下において PSF と RAD51 は相互作用し、複合体を形成することも本研究
により明らかになっている (Figure 6)。これらのことから、PSF は RAD51 と複合体を形
成し、損傷部位に形成される単鎖 DNA に RAD51 をリクルートする役割も果たしてい
ることが考えられる (Figure 18)。 
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先行研究によって、PSF の有する活性として以下に示す 3 つがわかっている。 
・PSF は単鎖及び二重鎖 DNA との結合活性を有する 
・PSF は単鎖 DNA のアニーリング活性を有する 
・PSF は相同的対合活性を有する 
本研究では、さらに以下の 3 つを PSF が有する活性として明らかにした。 
・PSF は 1-266 番目のアミノ酸領域により、RAD51 の ATPase ドメインと結合する 
・低濃度の RAD51 存在下において、PSF は RAD51 依存的な組換え反応を活性化する 
・高濃度の RAD51 存在下において、PSF は RAD51 依存的な組換え反応を抑制する 
興味深いことに、これら PSF の有する活性は、RAD51 の活性化因子として既に報告さ
れているいくつかのタンパク質の有する活性と類似している。その一つである RAD52
は、RAD51 と相互作用し RAD51 依存的な相同的対合反応および鎖交換反応を促進する
ことが知られているが、RAD52 自身も単鎖 DNA のアニーリング活性および相同的対合
活性を有することがわかっている (95-99)。また、本学、胡桃坂研空室において RAD51
の活性化因子として同定された EVL も、RAD51 と直接結合し RAD51 の相同的対合活
性および鎖交換活性を促進するが、EVL 単独で DNA のアニーリング反応を触媒するこ
とも明らかになっている (53)。これらのことは、細胞内において PSF、RAD52 および
EVL の役割が重複していることを示唆している。酵母において rad52 遺伝子の変異株は、
二重鎖切断損傷を導入する X 線に高い感受性を示すことが報告されている (100,101)。
その一方で、ニワトリ由来の DT40 細胞において RAD52 遺伝子をノックアウトしても、
相同組換え修復の欠損が見られないことがわかっている (102)。これらのことは、高等
真核生物には RAD52 と同様の役割を果たすタンパク質が存在することを示唆している。
実際に、RAD51 パラログの一つである XRCC3 遺伝子を RAD52 遺伝子とともにノック
アウトした細胞では、相同組換え修復の欠損が見られることから、RAD52 と XRCC3
の機能が重複していると考えられている (103)。これらのことから高等真核生物におい
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て、PSF も RAD52 と重複した役割を果たすタンパク質であると推測される。生物は、
重複した機能を有するタンパク質を複数働かせることで、タンパク質の機能異常によっ
て生じる相同組換え修復の破綻が引き起こされる可能性を最小限に抑えているのかも
しれない。 
 DNA に二重鎖切断損傷が生じると、その損傷部位に単鎖 DNA 領域が形成されるが、
そのうちの片方の単鎖 DNA 領域と相同な配列が無傷の二重鎖 DNA の中から検索され、
相同的対合反応が行われる。その後、損傷部位に形成されたもう一方の単鎖 DNA 領域
と、ヘテロ二重鎖 DNA の形成によって生じる単鎖 DNA 領域との間でアニーリング反
応が行われることで、もう一方の損傷 DNA 鎖においても修復合成が可能になると考え
られている (Figure 20)。この過程を second-end capture というが、近年、RAD52 が
second-end capture において重要な役割を担っているという報告がなされた (104)。
RAD52 は、そのアニーリング活性により second-end capture を行うと考えらているが、
PSF は RAD52 と同様にアニーリング活性を有するため、second-end capture にも関わっ
ている可能性がある。 
PSF は自身のホモログである p54nrbとヘテロダイマーを形成することがわかっている。
興味深いことに、PSF-p54nrb複合体は Ku70/80、DNA ligase IV および XRCC4 によって
触媒される DNA 非相同末端結合修復を促進することが報告されている (72)。DNA 非
相同末端結合修復は、DNA の二重鎖切断損傷の主要な修復経路の一つであり、二重鎖
切断損傷を迅速に修復することできるが、損傷部位の DNA 配列を補填することなく修
復するため、DNA 配列の欠損を引き起こしてしまう。一方で、相同組換え修復は損傷
により失った DNA 配列を復元するため、正確に損傷部位を修復することが可能である。
本研究によって、PSF は相同組換えの中心酵素である RAD51 と物理的および機能的に
相互作用することが明らかとなった。従って、PSF は DNA の二重鎖切断損傷を修復す
る主要な経路である非相同末端結合修復および相同組換え修復の両方に関与し、それぞ 
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れの修復経路において p54nrb および RAD51 と相互作用し、機能していることが示唆さ
れた。また、PSF は RAD51 パラログの一つである RAD51D と直接相互作用し、相同組
換え修復に関わっていることが報告されている (74)。RAD51D は、そのほかの RAD51
パラログである RAD51B、RAD51C および XRCC2 と複合体を形成することがわかって
おり (BCDX2 複合体)、BCDX2 複合体は単鎖 DNA のアニーリング活性を有することが
明らかとなっている (105,106)。これらのことから、相同組換えにおいて PSF は、RAD51
だけでなくRAD51DやBCDX2複合体とも相互作用し、機能していることが考えられる。 
 
4-2 DNA 修復および RNA プロセシングに関わるタンパク質 
 本研究によって、PSF は相同組換え修復に関与する新規タンパク質であることが示唆
されたが、PSF は相同組換えだけでなく RNA プロセシングにも関わるタンパク質であ
ると考えられている。近年、PSF のように RNA プロセシングに関わるタンパク質が、
DNA 修復やゲノム DNA の安定維持にも関わっていることが明らかになってきている。
およそ 21,000 遺伝子の siRNA ライブラリーを用いてゲノム DNA の安定維持に関わる
遺伝子スクリーニングを行い、同定された遺伝子群を機能別に分類したところ、RNA
プロセシングに関わる遺伝子が最も多いという報告がなされた (107)。また、ATM およ
びATRはDNA損傷に応じて様々なタンパク質をリン酸化する損傷シグナル伝達酵素で
あるが、これらの酵素によってリン酸化されるタンパク質をスクリーニングした結果、
RNA プロセシングおよび転写に関わる数多くのタンパク質がリン酸化されることが報
告された (108)。本学、胡桃坂研究室において相同組換え修復に関わる新規タンパク質
として GEMIN2 および SPF45 が同定されている (54, 109)。GEMIN2 は、RAD51 の DNA
への結合を促進し、RAD51 のフィラメント構造を安定化するが、スプライソソームの
主要な構成因子である small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) の形成にも重要であるこ
とがわかっている。また、SFP45 は先行研究によって、選択的スプライシングに関わっ
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ていることが明らかになっている。さらに、PSO4 および NTR1 もスプライシングに関
与していることがわかっているが、PSO4 は DNA 鎖間架橋の修復に、NTR1 は DNA 非
相同末端結合修復においても重要であることが報告されている (110-112)。このように、
RNA プロセシングに関わる多くのタンパク質が DNA 修復にも関与することから、RNA
プロセシングと DNA 修復の間に何らかの関連があることを示唆される。これらの関連
を示唆する生体反応の一つに TAR (transcription-associated recombination) がある (76,80)。
DNA の複製フォークが RNA ポリメラーゼや転写時に一時的に形成される RNA/DNA 
ハイブリッドなど衝突し、複製フォークが崩壊することにより DNA に二重鎖切断が生
じる。TAR は、この二重鎖切断を相同組換えにより修復し、DNA の複製を再開させる
役割を担っていると考えられている。本研究によって、PSF は TAR に関わる可能性が
示唆された。従って、GEMIN2 をはじめとした上記の RNA プロセシングおよび DNA
修復の両方に関わるタンパク質も、TAR に関与することが考えられる。しかし、DNA
修復と RNA プロセシングの関連については定かでない。今後の更なる研究によって、
DNA 修復と RNA プロセシングとの関連性がより明確になることが期待される。 
 
4-3 今後の展望 
 本研究によって、高濃度の RAD51 存在下において、PSF は RAD51 の単鎖 DNA への
結合を阻害することで、RAD51 の触媒する相同的対合反応および鎖交換反応を阻害す
ることが明らかとなった。また、低濃度の RAD51 存在下において、PSF は RAD51 の相
同組換え活性を促進することもわかった。しかし、PSF がどのようにして RAD51 依存
的な組換え反応を促進しているのか、その詳細なメカニズムは不明である。大腸菌 RecA
の相同的対合活性は、SSB によって促進されることが報告されているが、これは SSB
が単鎖 DNA に結合することによって、単鎖 DNA の二次構造が解消されるだけでなく、
単鎖 DNA 自身の阻害的な効果が取り除かれるためだと考えられている (113)。このこ
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とから、PSF も単鎖 DNA に結合することで SSB と同様の役割を果たしていることが考
えられる。従って、更なる解析によってその可能性を検討することが、PSFによる RAD51
の相同組換え活性の促進メカニズムの解明に重要であると思われる。また、PSF は単鎖
DNA のアニーリング活性および相同的対合活性を有しているが、これらの活性はこれ
までに同定されているいくつかの RAD51 活性化因子も共通して有している。RAD51 活
性化因子の一つである RAD52 は、アニーリング活性および相同的対合活性を有し、
RAD51 の相同組換え活性を促進することがわかっている (95-99)。また、RAD51 の触
媒する組換え反応を促進する EVL も、アニーリング活性を有していることが示されて
いる (53)。これらのことから、単鎖DNAのアニーリング活性および相同的対合活性が、
RAD51 の相同組換え活性の促進に重要であると考えられる。しかし、PSF によって触
媒される DNA アニーリング反応および相同的対合反応の反応メカニズムについて明ら
かとなっていない。従って、PSF による RAD51 の相同組換え活性の促進メカニズムを
明らかにするためには、まずこれらの反応メカニズムを解明する必要があるが、これら
の反応メカニズムは PSF と DNA の複合体の立体構造から明らかになると思われる。立
体構造を解明する有効な手法の一つとして、X 線結晶構造解析がある。PSF と単鎖 DNA
の複合体および PSFと二重鎖 DNAの複合体の立体構造をX線結晶構造解析により決定
することで、これらの反応メカニズムの詳細な機構が解明されると期待できる。加えて、
PSF と RAD51 の複合体、さらには PSF と RAD51 と DNA の三者複合体の立体構造を明
らかにすることで、PSF による RAD51 の相同組換え活性の促進メカニズムが解明され
るであろう。 
本研究において、生化学的手法により PSF が RAD51 と相互作用し、RAD51 の相同組
換え活性の調節因子であることを明らかにした。今後の課題として、細胞内で実際に
PSF と RAD51 が相互作用しているのかを調べる必要がある。免疫共沈降法を用いるこ
とで、細胞内における PSF と RAD51 の相互作用を解析することができる。また、免疫
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染色により RAD51 と PSF が共局在するのかを調べることで、これらのタンパク質の相
互作用が確認できる。これらの生化学的解析および細胞学的解析を行うことによって、
PSFとRAD51の相互作用の生体内での機能的意義が明らかになると思われる。PSFは、
RAD51 と相互作用する一方で、RAD51D とも相互作用することが報告されている。
RAD51D は、相同組換え修復およびテロメアのメンテナンスにおいて重要であることが
わかっている (114,115)。また、RAD51D はその他の RAD51 パラログと BCDX2 複合体 
(RAD51B、RAD51C、RAD51D および XRCC2) を形成し、DNA アニーリング活性を有
することが明らかになっている (105,106)。しかし、RAD51D の生化学的解析はほとん
ど行われておらず、その機能については不明な点が多い。今後、RAD51D および BCDX2
複合体の機能解析を行い、PSF がそれらの機能どのような影響を与えるのかを調べるこ
とで、PSF の相同組換え修復における更なる役割が明らかになるかもしれない。また、
PSF は RAD51D と複合体を形成し、RAD51 依存的な組換え反応に関わっていることも
考えられるため、これらのタンパク質を用いて生化学的解析を行うことで、相同組換え
修復の更なるメカニズムが明らかになることが期待される。 
PSF は様々な細胞や組織でユビキタスに発現していることが確認されており、精巣に
おいても発現していることがわかっている (55)。従って、PSF は体細胞分裂期における
相同組換え修復だけでなく、減数分裂期における遺伝的組換えにも関わっていることが
考えられる。PSF は、RAD51 の減数分裂期ホモログであり、遺伝的組換えにおいて中
心的な役割を果たす DMC1 とも相互作用することを既に見出している (Figure 21A)。ま
た、PSF が DMC1 の相同的対合活性にどのような影響を与えるのかを D-loop アッセイ
により調べた結果、PSF は DMC1 の濃度非依存的に DMC1 の相同的対合活性を著しく
促進させることが明らかになった (Figure 21B, C)。PSFはRAD51の相同的対合活性を、
低濃度の RAD51 存在下では促進する一方で、高濃度の RAD51 存在下では阻害する。
このように DMC1 と RAD51 で PSF の与える影響が異なることから、PSF は RAD51 依
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存的な相同組換え修復と DMC1 依存的な遺伝的組換えとでは異なった役割を果たして
いることが考えられる。遺伝的組換えには、RAD51 および DMC1 の両方が必要である
ことがわかっているが、両者の役割分担については全く明らかになっていない。今後の
更なる解析によって、PSF の遺伝的組換えにおける役割が明らかとなれば、遺伝的組換
えのメカニズムだけでなく、RAD51 および DMC1 の役割分担の解明にもつながること
が期待される。  
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